0003183742122COINV6.0

YL2

o-amilazé, EPS metodas, 2-a versija
Uzsakymo informacija

cobas’

Fermentai

Analizatorius (-iai), su kuriuo (-iais) galima
naudoti coba; c Ilasete (-es)( /¢
03183742 122 a-Amylase EPS ver.2 (300 tyrimy) Sistemos-ID 07 6609 7 gggﬁg :mgggﬁ ggg plus
10759350 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) Sistemos-ID 07 3718 6
10759350 360 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 3718 6
12149435 122 Precinorm U plus (10 x 3 mL) Sistemos-ID 07 7999 7
12149435 160 Precinorm U plus (10 x 3 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 7999 7
12149443 122 Precipath U plus (10 x 3 mL) Sistemos-ID 07 8000 6
12149443 160 Precipath U plus (10 x 3 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 8000 6
10171743 122 Precinorm U (20 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7997 0
10171735 122 Precinorm U (4 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7997 0
10171778 122 Precipath U (20 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7998 9
10171760 122 Precipath U (4 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7998 9
05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7469 3
05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7469 3
05947626 160 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 7469 3
05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7470 7
05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7470 7
05947774 160 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 7470 7

Lietuviy Tyrimo principas'®'!

Sistemos informacija
Tyrimas AMYL2, tyrimo ID 0-609 (serumas, plazma)
Tyrimas AMYU2, tyrimo ID 0-509 ($lapimas)

Paskirtis

Kiekybinis in vitro tyrimas, skirtas o-amilazés (1,4-a-D-gliukano:
gliukanohidrolazés; EC 3.2.1.1) katalitinio aktyvumo nustatymui zmogaus
serume, plazmoje ir Slapime naudojant COBAS INTEGRA sistemas.
Santrauka'23456789

o-Amilazés (1,4-a-D-gliukanohidrolazés, EC 3.2.1.1) katalizuoja hidrolitinj
polimeriniy angliavandeniy, kaip amilozé, amilopektinas ir glikogenas,
skaidyma, suardydamos 1,4-o-glikozidinius rySius. Polisachariduose ir
oligosachariduose vienu metu hidrolizuojami keli glikozidiniai rySiai.
Maltotriozé, maZiausia ié tokiy vienety, yra verciama j gliukoze ir maltoze,
nors ir labai létai. Gali bati iSskirti du a-amilazés tipai: kasos tipas (P-tipas)
ir seiliy tipas (S-tipas). P-tipas yra badingas beveik iSskirtinai tik kasai, taigi
yra organui specifiSkas, tuo tarpu Stipo kilmés vieta gali biti jvairi. Taip pat
kaip ir seilése, jis gali bati nustatytas adarose, prakaite, Zzmogaus piene,
amniono skystyje, plauciuose, seklidése ir kiausintakiy epitelyje.

Kadangi specifiniy kasos ligy klinikiniy simptomy yra nedaug, a-amilazés
aktyvumo nustatymas yra svarbus kasos ligy diagnostikoje. Jis daugiausiai
naudojamas diagnozuojant ir stebint imy pankreatitg. Hiperamilazemija,
visgi, pasitaiko ne tik imaus pankreatito ar létinio pankreatito uzdegiminés
fazes metu, bet taip pat ir inksty nepakankamumo (sumazéjus glomeruly
filtracijai), plauciy ir kiausidZiy augliy, plauciy uzdegimo, seiliy liauky ligy,
diabetinés ketoacidozés, smegeny traumy, chirurginiy intervencijy ar
makroamilazemijos atvejais. SpecifiSkumo kasai patvirtinimui,
rekomenduojama papildomai nustatyti kasai specifiSko fermento - lipazés ar
pankreatinés oamilazés - aktyvuma.

o-Amilazés aktyvumo nustatymui buvo pasidlyta daugybé metody. Jy metu
arba nustatomas substrato kiekio sumazéjimas viskometriniais,
turbidimetriniais, nefelometriniais ir amiloklastiniais metodais, arba
matuojamas skilimo produkty susidarymas sacharogeniSkai ar kinetiskai,
pasinaudojant fermenty katalizuojamomis tolesnémis reakcijomis. Cia
apibudintas kinetinis metodas yra pagrjstas gerai jrodytu
4,6-etilideno-(Gy)-1,4-nitrofenil-(G4)-o, D-maltoheptaozido (Etilidenu
apsaugotas substratas = EPS) skilimu, veikiant o-amilazei, ir tolesne visy
skilimo produkty hidrolize iki p-nitrofenolio, veikiant a-gliukozidazei (100 %
chromoforo atpalaidavimas). Sio metodo rezultatai koreliuoja su rezultatais,
gautais naudojant HPLC.

Fermentinis kolorimetrinis metodas pagal IFCC.

Apibrézti oligosacharidai, kaip 4,6-etilideno-(G;) p-nitrofenil-(Gy)-
o,D-maltoheptaozidas (etilideno-G;PNP) yra skaidomi, katalizuojant
o-amilazei. Taip susidare G,PNP, GsPNP ir G4PNP fragmentai yra visiSkai
hidrolizuojami iki p-nitrofenolio ir gliukozés, veikiant a-gliukozidazei.

Supaprastinta reakcijos schema:
o-amilazé
5 etilideno-G,PNP@ + 5 H,0 —> 2 etilideno-Gs + 2 Go,PNP
+ 2 etilideno-G4 + 2 GsPNP + etilideno-Gs + G,PNP

a) PNP = p-nitrofenolis

o-gliukozidazé

2GoPNP +2 GsPNP + GPNP + 14 H,0  —> 5PNP + 14 G

b) G = Gliukozé

Susidariusio p-nitrofenolio spalvos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas
o-amilazés aktyvumui. Jis nustatomas matuojant absorbcijos padidéjima
ties 409 nm.

Reagentai - darbiniai tirpalai

R1 HEPES: 52.4 mmol/L; natrio chloridas: 87 mmol/L; kalcio chloridas:
0.08 mmol/L; magnio chloridas: 12.6 mmol/L; a-gliukozidazé
(mikrobiné): > 66.8 pkat/L; pH 7.0 (37 °C); detergentas;
stabilizatoriai

SR  HEPES: 52.4 mmol/L; etilideno-G;-PNP: 22 mmol/L; pH 7.0

(87 °C); detergentas; stabilizatoriai
R1 yra B pozicijoje, 0 SR yra C pozicijoje.
Atsargumo priemonés ir jspéjimai

Atkreipkite démesj j atsargumo priemones ir jspéjimus iSvardytus $io
pakuotés lapelio 1 skyriuje/ jzangoje.

Reagenty paruoSimas
Paruostas naudojimui
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Laikymo salygos ir stabilumas

Zr. galiojimo datg ant
cobas ¢ pakuotés
etiketés

Tinkamumo laikas 2-8 °C temperatiroje

COBAS INTEGRA 400 plus sistema

Naudojant analizatoriuje 10-15 °C
temperatiroje

COBAS INTEGRA 800 sistema
Naudojant analizatoriuje 8 °C temperaturoje 12 savai¢iy

12 savai¢iy

Méginiy surinkimas ir paruoSimas®?

Méginiy surinkimui ir paruoimui naudokite tik tinkamus mégintuvélius ar
surinkimo talpyklas.

Buvo patikrinti ir yra priimtini tik toliau iSvardyti méginiai:

Serumas

Plazma: Heparino (Li-, Na-, NH4*-) arba EDTA (K»-, K3-) plazma.

EDTA plazmos reikSmés yra mazdaug 5-10 % Zemesnés uz serumo
reikSmes.

ISvardinty rasiy méginiai buvo tiriami, pasirinkus tyrimo metu rinkoje

buvusius mégintuvélius, t.y. nebuvo patikrinti visy gamintojy mégintuvéliai.
Jvairiy gamintojy méginiy surinkimo sistemose gali bati skirtingy medziagy,

kurios kai kuriais atvejais gali paveikti tyrimo rezultatus. Jei meginius
apdorojate pirminiuose megintuvéliuose (méginiy surinkimo sistemose),
laikykités mégintuvéliy gamintojo instrukcijy.

Slapimas: Slapimq surinkite be papildomy medZiagy. o-Amilazé yra
nestabili rugstiniame Slapime. Greitai istirkite arba prie$ laikydami
pakeiskite pH j Sarminj (Siek tiek vir§ pH 7).13

Prie$ atlikdami tyrima, méginius su nuosédomis centrifuguokite.

Stabilumas serume:'3 7 dienos 15-25 °C temperaturoje
1 ménuo 2-8 °C temperatiroje
Stabilumas $lapime'* 2 dienos 15-25 °C temperatiiroje
10 dieny 2-8 °C temperatroje
Pateiktos medziagos

Apie reagentus skaitykite skyriuje ,Reagentai - darbiniai tirpalai®.
Tyrimas

Kad tyrimas bty atliktas tinkamai, laikykités Siame dokumente pateikty

analizatoriaus naudojimo instrukcijy. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Pritaikymas serumui, plazmai ir Slapimui
COBAS INTEGRA 400 plus tyrimo apibtdinimas

Matavimo rezimas Absorbcija

Abs. skaiciavimo rezimas Kinetinis

Reakcijos rezimas R1-S-SR

Reakcijos kryptis Padidéjimas

Bangos ilgis A/B 409/659 nm

Kalk. pirmas/paskutinis 50/69

Vienetas UL

ISpilstymo parametrai

Serumas/plazma/$lapimas Skiediklis (H.0)
R 100 pL

Méginys 4L 4L
SR 20 L

Bendras turis 128 pL

COBAS INTEGRA 800 tyrimo apibrézimas

Matavimo rezimas Absorbcija

Abs. skaiciavimo rezimas
Reakcijos rezimas
Reakcijos kryptis

Bangos ilgis A/B

Kalk. pirmas/paskutinis
Vienetas

ISpilstymo parametrai
Serumas/plazma/$lapimas
R1

Méginys

SR

Bendras tiris

Kalibravimas
Kalibratorius

Kalibravimo rezimas
Kalibravimo pakartojimas
Kalibravimo intervalas

cobas’

Kinetinis
R1-S-SR
Padidéjimas
409/659 nm
73/98

uiL

Fermentai

Skiediklis (H,0)

100 pL
4L
20 L
128 L

Calibrator f.a.s.

4L

Kaip nulinj kalibratoriy naudokite

dejonizuotg vanden;.
Tiesiné regresija

Rekomenduojamas dubliavimas

Kiekvienai partijai ir kaip

reikalaujama kokybés kontrolés

procedirose

Atsekamumas: Sis metodas buvo rankiniu bady standartizuotas pagal

Roche reagentg, remiantis IFCC.

Kokybés kontrolé

Kokybés kontrolé serumas, plazma Precinorm U, Precinorm U plus arba
PreciControl ClinChem Multi 1

Precipath U, Precipath U plus arba
PreciControl ClinChem Multi 2

Kokybés kontrolé, Slapimas

Kontrolés intervalas
Kontrolés seka
Kontrolé po kalibravimo

Kokybés kontrolei, naudokite medziagas iSvardintas ,Uzsakymo

|prastai kokybés kontrolei

rekomenduojami kiekybiniai Slapimo

kontroliniai tyrimai.

Rekomenduojama 24 valandos

Nustatoma vartotojo
Rekomenduojama

informacija“ skyriuje. Papildomai galima naudoti kitg tinkama kontroling

medziaga.

Kontrolés intervalai ir apribojimai turéty atitikti kiekvienos laboratorijos

individualius reikalavimus. Gautos reikSmés turéty patekti j nustatytas ribas.
Kiekviena laboratorija turi numatyti korekcines priemones, kuriy reikty imtis,
reikSméms nepatekus j nustatytas ribas.

Vadovaukités nustatytais valstybiniais ir vietiniais reikalavimais kokybés

kontrolei uztikrinti.
Skaiciavimas

COBAS INTEGRA analizatoriai automatiskai apskaiciuoja kiekvieno
méginio analités koncentracija. ISsamesnés informacijos ieSkokite duomeny
analizés (angl. Data Analysis) skiltyje internetinéje pagalboje (angl. Online
Help) (COBAS INTEGRA 400 plus/800 analizatoriai).
Perskaiciavimo faktorius: U/L x 0.0167 = pkat/L

Apribojimai - poveikiai

Nelainkite méginio burna ir uztikrinkite, kad reagentas neturéty kontakto su
oda. (Seiliy ir prakaito sudétyje yra a-amilazés!)
Kriterijus: Vertés suradimas + 10 % pradinés reikSmés ribose.

Serumas/plazma

Gelta:'® Jokio reik§mingo poveikio, | indekso reikSmei esant iki 52
(konjuguotas bilirubinas) ir iki 76 (nekonjuguotas bilirubinas) (apytikslé
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konjuguoto bilirubino koncentracija: 889 umol/L arba 52 mg/dL; apytikslé
nekonjuguoto bilirubino koncentracija: 1300 pmol/L arba 76 mg/dL).

Hemolizé: 5 Jokio reikSmingo poveikio, H indekso reikSmei esant iki 260
(apytikslé hemoglobino koncentracija: 161 pmol/L arba 260 mg/dL).
Lipemija (Intralipidai):® Jokio reikSmingo poveikio, L indekso reik$mei esant
iki 2200. Tarp L indekso (atitinka turbidiSkuma) ir trigliceridy koncentracijos
koreliacija yra silpna.

Vaistai: Nebuvo nustatyta jokios jtakos naudojant jprastus vaistus
terapinémis koncentracijomis.'6'7 imtys: Vaistai, pagaminti ikodekstrino
pagrindu, gali nulemti klaidingai mazus amilazés rezultatus.®

Antikoaguliantai: Buvo nustatyta sgveika su citratu ir fluoridu.'?

Labai retais atvejais gamapatijos, ypac IgM tipo (Waldenstrdm
makroglobulinemija), gali salygoti nepatikimus rezultatus.'

Slapimas
Vaistai: Nebuvo nustatyta jokios jtakos naudojant jprastus vaistus
terapinémis koncentracijomis.'”

Diagnozuojant, rezultatai visada turéty biti vertinami kartu su paciento
anamneze, fizinio iStyrimo duomenimis ir kitais radiniais.

REIKALINGI VEIKSMAI

Speciali plovimo programa: Specialiy plovimo Zingsniy naudojimas yra
butinas, kai COBAS INTEGRA analizatoriuose kartu atliekamos tam tikry
tyrimy kombinacijos. Detalesniy instrukcijy ir véliausios papildomo plovimo
ciklo sgraso versijos ieSkokite CLEAN metodo lape.

Esant reikalui, prie$ pranesant Sio tyrimo rezultatus turi biti jvyykdoma
speciali plovimo/pernasos iSvengimo programa.

Apribojimai ir reik$miy ribos

Matavimy ribos

Serumas/plazma/Slapimas

3-2000 U/L (0.05-33 pkat/L)

Didesnio aktyvumo méginius tirkite naudodami pakartotinio tyrimo funkcija.
Naudojant pakartotinio tyrimo funkcijg, méginiy skiedimo santykis yra 1:5.
Méginiy, atskiesty naudojant pakartotinio tyrimo funkcijg, rezultatai yra
automatiskai padauginami i§ koeficiento 5.

Matavimo reikSmiy apatinés ribos

Apatiné nustatymo riba:

3 U/L (0.05 pkat/L)

Apatiné nustatymo riba parodo Zemiausig iSmatuojamg analités
koncentracija, kurig galima atskirti nuo nulio. Ji apskaiciuojama kaip
reikSmé, esanti 3 standartiniais nuokrypiais aukSc¢iau nulinio méginio
(nulinis méginys + 3 SD, atkartojamumas, n = 21).

Tikétinos reikSmés?

Serumas/plazma

Vyrai/moterys 28-100 U/L  (0.47-1.67 pkat/L)
Spontaninis Slapimas

Vyrai 16-491 UL (0.27-8.20 pkat/L)
Moterys 21-447 UL (0.35-7.46 pkat/L)
o-Amilazés/kreatinino santykis

Vyrai 58-283 U/g  (0.97-4.73 pkat/g)
Moterys 75-390 U/lg  (1.25-6.51 pkat/g)

o-Amilazés/kreatinino santykis

Dél o-amilazés aktyvumo svyravimy Slapime, patartina nustatyti
o-amilazés/kreatinino santykj. Tam, kad tai atliktuméte, nustatykite
pankreatinés a-amilazés aktyvuma ir kreatinino koncentracijg
spontaniniame $lapime.

o-amilazé [U/L arba pkat/L

Santykis [U/g arba pkat/mmol] = kreatininas [g/L arba mmol/L]

cobas’

Fermentai

Amilazés/Kreatinino Klirenso Santykis (angl. Amylase/Creatinine

Clearance Ratio, ACCR)?

ACCR yra apskaiciuojamas i$ amilazés aktyvumo ir kreatinino
koncentracijos. Serumo ir Slapimo méginiai turéty bati surenkami tuo paciu

metu.

Slapimo amilazé [U/L] x serumo kreatininas [mg/L]

ACCR [%)] =

ACCR apytiksliai yra lygus 2-5 %.

x 100

serumo amilazé [U/L] x $lapimo kreatininas [mg/L]

Kiekviena laboratorija turéty jvertinti tikétiny reik8miy tinkamuma savy
pacienty populiacijai ir, jei butina, nustatyti savo rekomenduojamas

reikSmes.

Specifiniai tyrimo atlikimo duomenys
Toliau pateikiami atitinkamy COBAS INTEGRA analizatoriy tyrimo
charakteristiky duomenys. Atskirose laboratorijose gauti rezultatai gali

skirtis.
Glaudumas

Glaudumas buvo nustatytas naudojant zmoniy méginius ir kontrolines
medziagas, pagal vidinj protokolg, su atkartojamumu (n = 21) ir tarpiniu
glaudumu (1 lygi dalis per vieng tyrima, 1 tyrimas per dieng, 21 diena).

Buvo gauti Sie rezultatai:

Serumas/plazma
Atkartojamumas Level 1 Level 2
Vidurkis 76 UL 192 UL
(1.3 pkat/L) (3.2 pkat/L)
Ccv 1.4 % 1.2%
Tarpinis glaudumas Level 1 Level 2
Vidurkis 73 UL 181 UL
(1.2 pkat/L) (3.0 pkat/L)
cv 1.4% 1.4%
Slapimas
Atkartojamumas Level 1 Level 2
Vidurkis 39.4 UL 201 UL
(0.66 pkat/L) (3.4 pkat/L)
cv 0.8 % 0.4 %
Tarpinis glaudumas Level 1 Level 2
Vidurkis 36.7 UL 189 UL
(0.61 pkat/L) (3.2 pkat/L)
cv 1.0 % 1.0 %
Metody palyginimas

Zmogaus serumo, plazmos ir Slapimo méginiy a-amilazés reikSmés, gautos
COBAS INTEGRA 700 analizatoriuje, naudojant COBAS INTEGRA
a-Amylase EPS ver.2 (AMYL2) reagentg (y), buvo palygintos su
reikSmémis, gautomis naudojant atitinkama reagentg Roche/Hitachi 917
analizatoriuje (x) ir reikSmémis, gautomis naudojant ankstesn; reagentg

(AMYLL) COBAS INTEGRA 700 analizatoriuje (x).

Serumas/plazma
Roche/Hitachi 917 analizatorius
Passing/Bablok®

y=0.98x + 0.51 U/L

T=0.987

SD (md 95) = 5.57

Imties dydis (n) = 64
Tiesiné regresija
y=1.00x - 1.28 UL

r=1.000
Sy.x=5.59

Méginiy aktyvumai buvo nuo 22 iki 1900 U/L (0.37 ir 31.7 pkat/L).
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COBAS INTEGRA 700 analizatorius

Imties dydis (n) = 64

Passing/Bablok2 Tiesiné regresija
y=0.98x +1.72 UL y=0.97x + 3.01 UL
T7=0.982 r=1.000

SD (md 95) = 12.22 Syx=5.71

Méginiy aktyvumai buvo nuo 22 iki 1930 U/L (0.37 ir 32.2 pkat/L).

Slapimas

Roche/Hitachi 917 analizatorius

Imties dydis (n) = 59

Passing/Bablok2 Tiesiné regresija
y=0.98x - 0.32 UL y=0.99x - 1.03 UL
7=0.988 r=1.000

SD (md 95) = 17.3 Sy.x =6.54

Méginiy aktyvumai buvo nuo 0.66 iki 1767 U/L (0.01 ir 29.5 pkat/L).

COBAS INTEGRA 700 analizatorius

Imties dydis (n) = 59

Passing/Bablok2 Tiesiné regresija
y=0.96x + 0.54 U/L y=0.95x +1.92 U/L
T=0.991 r=1.000

SD (md 95) = 18.6 Sy.x=6.28

Méginiy aktyvumai buvo nuo 0.64 iki 1853 U/L (0.01 ir 30.9 pkat/L).
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Siuose informaciniuose lapeliuose kaip desimtainés trupmenos skyriklis
visada naudojamas taskas, skiriantis sveikgjj skaiciy nuo desimtainés
trupmenos skaitmeny. Tukstan¢iy skyrikliai nenaudojami.
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